































































































































































variance (ANOVA) with Turkey’s honestly significant difference (HSD) post-hoc tests 












































single  stain  technique  (31).  Paraffin‐embedded  5 m  sections were dewaxed by  three  5 minutes 
immersions  in xylene  then rehydrated  in descending ethanol concentrations: 100%, 95%, 70% and 
0% for 5 minutes each. Heat‐induced epitope retrieval (HIER) utilised 10 mM sodium citrate, 0.05% 
Tween 20, pH 6.0  in a Decloaking Chamber™  (Biocare Medical, Concorde, CA, USA) set  to provide 
125  °C  for  30  seconds  then  return  to  90  °C. After  ambient  cooling,  slides were washed with  tris 
buffered saline  (TBS)  (Amresco  Inc., Solon, OH; #K859) and demarked  (Dako Australia Pty. Ltd, Vic 
AU;  #S200230).  Triplicate  TBS  buffer  washes  separated  each  subsequent  step.  Endogenous 
peroxidase activity was blocked in Peroxidazed 1 (Biocare Medical; # PX968) for 10 minutes, sections 
were blocked by 15 minute  incubation  in Background Sniper  (Biocare Medical; # BS966) and  then 
incubated  at  4  °C overnight with primary  antibody.  The primary  antibodies were: Aldh1a1  rabbit 
monoclonal  (EP1933Y)  1:200  dilution  (Biocare  Medical;  #CME351),  p75NTR  mouse  monoclonal 
(O.N.469) 1:200 dilution  (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA; #sc‐71695), CD24 mouse monoclonal 
(SN3b)  1:50  dilution  (Biocare Medical;  #CME323)  and  CD44 mouse monoclonal  (156‐3C11)  1:750 
dilution (Biocare Medical; #CM318). Aldh1a1 antibody was detected by a 45 minute incubation with 
MACH  2™  Universal  HRP‐Polymer  (Biocare  Medical;  #  RHRP520)  while  p75NTR  ,  CD24  and  CD44 
antibodies were detected by sequential 15 minute incubations with MACH 1™ Mouse Probe (Biocare 
Medical;  # UP537)  and MACH  1™ Universal HRP‐Polymer  (Biocare Medical;  # M1U539).  Sections 
were  stained  with  Betazoid  DAB  chromogen  (Biocare  Medical;  #BDB900)  for  2  minutes  then 
counterstained  for  20  seconds with  haematoxylin,  dehydrated  in  alcohol, mounted  and  scanned 
using a ScanScope CS™ (Aperio, CA, USA). 
The  immunofluorescent  labelling  protocol  for  cytokeratins  13  and  19  followed  a  similar 
workflow with  the  following  exceptions. After HIER,  the  sections were blocked with  10% donkey 
serum  (Jackson  ImmunoResearch  Laboratories  Inc, PA, USA; #017‐000‐121) and  incubated at 4  °C 
overnight  with  primary  antibody  diluted  in  10%  donkey  serum.  The  primary  antibodies  were: 
cytokeratin 13 mouse monoclonal  (1C7) 1:50 dilution  (Santa Cruz Biotechnology; #  sc‐58721) and 
cytokeratin  19 mouse monoclonal  (BA17)  1:200  dilution  (Santa  Cruz  Biotechnology;  #  sc‐53258). 
Primary  antibody  immunolabelling  was  achieved  with  AlexaFluor®555  donkey  anti‐mouse  1:400 
dilution  (Invitrogen;  #A31570)  together  with  6  g/ml  DAPI  (4',6‐diamidino‐2‐phenylindole, 
dihydrochloride) (Sigma; #D9542) to label nuclei; 90 minute incubation at room temperature in the 
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Figure 3 Expression pattern of CD44, p75NTR, CD24 and Aldh1a1 in human organotypic mucosal epithelial (HOME) cultures after 14 days at the air/liquid interface. 
 
